Ph染色体阳性(Ph^+^)急性淋巴细胞白血病(Ph^+^ ALL)患者缓解率低，复发率高，预后较差．近年来酪氨酸激酶抑制剂伊马替尼(IM)明显提高了Ph^+^ ALL的缓解率，但短时间即出现IM耐药及疾病的复发仍是困扰临床医生的难题，即使酪氨酸激酶抑制剂的更新换代亦未能解决Ph^+^ ALL耐药的根本问题[@b1]．既往研究证实，骨髓微环境对白血病耐药起着重要作用，骨髓基质细胞可通过物理接触及相关细胞因子等多种机制影响造血细胞及白血病细胞的生存[@b2]。为探索骨髓基质细胞对Ph^+^ ALL细胞耐药的影响，我们将骨髓基质细胞株OP-9与Ph^+^ ALL细胞株Sup-B15细胞共培养，探索基质细胞在Ph^+^ ALL耐药中的作用及可能的机制，为临床治疗提供实验依据。

材料和方法 {#s1}
==========

1．主要试剂：IMDM、α-MEM培养基、FBS、M-MLV反转录酶、荧光定量PCR试剂盒均购自美国Invitrogen公司；CD144、β-catenin兔单克隆抗体（单抗）购自Cell Signalling Technology公司；CD133兔多克隆抗体（多抗）购自英国Abcam公司；β-actin兔多抗购自美国Bioworld公司；Protein A/G beads购自德国默克公司；FITC标记抗人CD38单抗、PE标记抗人CD34单抗购自美国BD公司；IM标准品购自大连美仑生物技术有限公司；CCK-8细胞增殖实验试剂盒购自日本同仁化学研究所；BCA蛋白浓度测定试剂盒购自南通碧云天生物技术研究所。

2． OP9细胞与Sup-B15细胞共培养模型的建立：Sup-B15细胞购自美国ATCC公司[@b3]，常规培养于含有10%FBS的IMDM培养液中；OP9细胞购自上海生物化学与细胞生物学研究所，常规培养于含有10％胎牛血清的α-MEM培养液中。将Sup-B15细胞接种于融合度70％的OP9细胞层，调整Sup-B15细胞密度为1×10^5^/ml，1周后收集Sup-B15细胞接种于新的OP9细胞层，重新调整细胞密度为1×10^5^/ml，两种细胞至少共培养2个月，取对数生长期的Sup-B15细胞应用于后续实验。

3． CCK-8法检测白血病细胞增殖抑制率：取对数生长期与基质细胞共培养的Sup-B15细胞（Sup-B15/OP9组）及单独培养的Sup-B15细胞（Sup-B15组），按1×10^5^/ml细胞密度接种于96孔培养板，每孔100 µl。设定实验孔及对照孔，实验孔中加入相同体积不同浓度（10、15、20、25、30、35、40、45 µmol/L）的IM溶液，对照孔中加入相同体积的灭菌注射用水。置于37 °C、5% CO~2~、饱和湿度培养箱培养48 h。实验孔与对照孔均避光加入10 µl CCK-8溶液（避免气泡），轻微振荡10 min混匀，37 °C孵育3 h。自动酶标仪测定波长450 nm处吸光度（*A*值）。按下式计算细胞增殖抑制率。实验重复3次，取3次实验结果平均值。$$细胞增殖抑制率（\% ） = （\text{1} - \frac{A_{实验组}}{A_{对照组}}） \times \text{1}00\%$$

4． Annexin V/7-AAD标记流式细胞术测定细胞凋亡率：收集经终浓度30 µmol/L IM处理24 h的Sup-B15/OP9、Sup-B15细胞1×10^6^个，细胞洗涤后分别加入5 µl Annexin V、7-AAD进行标记，上流式细胞仪检测。Annexin V^+^/7-AAD^−^细胞为早期凋亡细胞；Annexin V^+^/7-AAD^+^细胞为晚期凋亡细胞。

5．流式细胞术检测CD34^+^CD38^−^细胞比例：收集对数生长期Sup-B15/OP9、Sup-B15细胞2×10^5^个，PBS洗涤2次，加入2 µl PE-CD34、2 µl FITC-CD38单抗混匀，室温避光孵育20 min, PBS洗涤1次，500 µl PBS重悬，上流式细胞仪检测白血病细胞CD34^+^ CD38^−^细胞比例。

6．荧光定量PCR技术检测细胞ALDH1、CD144、β-catenin的转录水平：收集对数生长期Sup-B15/OP9、Sup-B15细胞，PBS洗涤2次，采用TRIzol提取细胞的总RNA，经反转录得到cDNA，采用Platinum SYBR Green qPCR Super Mix-UDG试剂盒通过实时定量PCR法检测白血病细胞ALDH1、CD144及β-catenin的转录水平。反应体系10 µl：1×实时荧光定量PCR试剂5 µl，上、下游引物（10 pmol/L）各0.2 µ1，cDNA模板2 µl，无核酶水2.6 µl。反应条件：95 °C预变性10 min后，95 °C 15 s, 60 °C30 s, 72 °C 30 s, 35个循环，扩增完成后行熔解曲线分析。所有反应均设立2个复孔，CT值由仪器自动分析产生，将2次重复的CT值取平均值用管家基因β-actin标准化后，以2^−ΔΔCt^计算上述基因相对表达水平。ALDH1扩增引物序列：上游引物5′-ATGTGGAGGAGGCCCGTGGG-3′，下游引物5′-CACCAAAGGGGCACTGGGCA-3′；CD144扩增引物序列：上游引物5′-GGCGAGTTCACCTTCTGCGA-3′，下游引物5′-CACCGAGTTGAGCACCGACAC-3′；β-catenin扩增引物序列：上游引物5′-AGCACCTGTTTGCCTGAAGT-3′，下游引物5′-CGCTGGCTGTCAGGTTTGAT-3′。

7． Sup-B15细胞总蛋白和核蛋白的制备：收集各实验组细胞5×10^6^个，加入细胞裂解液200 µl，振荡条件下裂解白血病细胞，冰上孵育10 min, 500×*g*离心7 min，分别收集上清及沉淀：将收集的上清20 000×*g*离心15 min，收集胞质蛋白上清，−70 °C保存备用；将沉淀经细胞核洗涤液洗涤，500×*g*离心7 min，弃上清，加入150 µl细胞核储存液，混匀，−70 °C保存备用。

8． Western blot法检测细胞CD144、β-catenin、CD133蛋白水平：将细胞总蛋白及核蛋白沸水浴5\~10 min，行SDS-PAGE。槽转印蛋白至硝酸纤维素膜（NC膜），封闭液封闭后分别用CD144兔单抗、β-catenin兔单抗、CD133兔多抗、β-actin兔多抗4 °C孵育过夜，加入相应的辣根过氧化物酶标记的二抗（1:20 000稀释）常温孵育NC膜1 h，并进行显影反应。

采用免疫共沉淀技术检测结合于CD144的β-catenin蛋白：非变性条件下收集细胞总蛋白，琼脂糖4 °C孵育60 min，离心收集上清液，加入抗CD144抗体，4 °C孵育10 h，离心弃上清后收集沉淀；用β-catenin单抗检测目的蛋白。

9．统计学处理：采用SPSS13.0软件对数据进行统计学分析，结果以均数±标准差表示，组间比较采用*t*检验。检验标准*α*=0.05，*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1． Sup-B15细胞与OP9细胞共培养模型的建立：将OP-9细胞与Sup-B15细胞共培养，显示Sup-B15细胞围绕OP-9细胞半贴壁生长，白血病细胞之间黏附增强，细胞有聚集生长的态势（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。

![基质细胞对Sup-B15细胞生长习性的影响\
A：Sup-B15细胞单独培养组；B：Sup-B15/OP9细胞共培养组](cjh-36-06-460-g001){#figure1}

2．基质细胞对Sup-B15细胞凋亡的影响：采用终浓度30 mmol/L IM处理各实验组细胞24 h，流式细胞术检测细胞凋亡率，Sup-B15/OP9组细胞早期凋亡率为（2.23±0.41）%，晚期凋亡率为（1.22± 0.27）%，细胞总的凋亡率为（3.45±0.68）%；Sup-B15组细胞早期凋亡率为（9.47±1.60）%，晚期凋亡率为（4.77±0.51）%，细胞总的凋亡率为（14.24±2.11）%，两组差异有统计学意义（*P*值均\<0.05）。

3．基质细胞对Sup-B15细胞药物敏感性的影响：IM可抑制Sup-B15/OP9细胞及Sup-B15细胞的增殖，抑制作用呈剂量依赖性，其IC~50~值分别为35.8和26.3 µmol/L，两组差异有统计学意义（*P*\<0.05）（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）。

![基质细胞对Sup-B15细胞增殖的影响（实验重复3次）](cjh-36-06-460-g002){#figure2}

4．基质细胞对Sup-B15细胞干细胞标志物表达的影响：检测各实验组细胞CD34^+^CD38^−^细胞比例，Sup-B15/OP9组为（3.42±0.28）%，Sup-B15组为（2.16±0.15）%，两组差异有统计学意义（*P*\<0.05）；Sup-B15/OP9组细胞CD133蛋白表达水平较Sup-B15组明显增高（*P*\<0.05）（[图3](#figure3){ref-type="fig"}）；Sup-B15/OP9组与Sup-B15组细胞ALDH1转录水平分别为0.097± 0.012、0.046±0.010，两组差异有统计学意义（*P*\< 0.05）。

![基质细胞对Sup-B15细胞CD133蛋白表达的影响\
1：Sup-B15细胞单独培养组；2：Sup-B15/OP9细胞共培养组](cjh-36-06-460-g003){#figure3}

5．基质细胞共培养对Sup-B15细胞CD144表达水平的影响：Sup-B15/OP组及Sup-B15组细胞CD144转录水平分别为0.103±0.015和0.010± 0.003，两组差异有统计学意义（*P*\<0.05）；检测两组细胞CD144蛋白表达，可见Sup-B15/OP9组较Sup-B15组细胞CD144蛋白表达水平明显上升（[图4](#figure4){ref-type="fig"}）。

![基质细胞对Sup-B15细胞CD144表达的影响\
1：Sup-B15细胞单独培养组；2：Sup-B15/OP9细胞共培养组](cjh-36-06-460-g004){#figure4}

6．基质细胞对Sup-B15细胞β-catenin表达水平的影响：Sup-15组与Sup-B1 5/OP组细胞β-catenin mRNA水平分别为0.215±0.034和0.267±0.041，两组差异无统计学意义（*P*\>0.05），而共培养后β-catenin蛋白表达水平明显上升（[图5A](#figure5){ref-type="fig"}）；检测白血病细胞核β-catenin蛋白水平，见Sup-B15/OP9组细胞核内β-catenin蛋白增加（[图5B](#figure5){ref-type="fig"}）；免疫共沉淀检测显示：相比Sup-B15细胞，Sup-B15/OP9组细胞CD144结合的β-catenin蛋白明显增加（[图5C](#figure5){ref-type="fig"}）。

![基质细胞对Sup-B15细胞β-catenin蛋白表达的影响\
A：总蛋白中β-catenin蛋白表达水平；B：细胞核中β-catenin蛋白表达水平；C：结合于CD144的β-catenin 蛋白水平。1：Sup-B15细胞单独培养组；2：Sup-B15/OP9细胞共培养组](cjh-36-06-460-g005){#figure5}

讨论 {#s3}
====

骨髓微环境既可以给造血细胞提供物理支持，也可通过其分泌的相关细胞因子增加造血细胞的生存能力，减弱其对周围不良刺激因素的抵抗力[@b3]。OP9细胞是来源于小鼠颅盖骨的内皮细胞，具有明确的造血支持作用，已常规应用于骨髓微环境的体外研究。在本实验中，我们将OP9细胞与Ph^+^ ALL细胞株Sup-B15细胞共培养，光学显微镜下观察，发现共培养后的Sup-B15细胞有聚集生长的趋势，且大部分细胞附着于OP9细胞生长，呈现半贴壁状态，提示OP9细胞的物理支持作用可能对Sup-B15细胞的生长有益。后续实验提示，共培养后Sup-B15细胞对IM的敏感性下降，提示骨髓基质细胞可能在Ph^+^ ALL的耐药过程中发挥作用。

钙黏蛋白为进化中高度保守的跨膜糖蛋白，其胞内段与β-catenin结合形成复合物，进而与细胞骨架蛋白相连，既可维持相邻细胞之间黏附的稳定性，又可通过调节β-catenin的状态参与胞内信号转导的调控，影响细胞的活化与增殖[@b4]。传统观点认为，血管内皮钙黏蛋白（VE-Cadherin，CD144）高表达于血管内皮细胞，参与细胞间紧密连接的构成。然而，近期研究发现CD144可表达于非内皮系统细胞，如乳腺癌细胞、黑色素瘤细胞，并且这种异位表达通常与恶性肿瘤的侵袭性相关，在诱导肿瘤新生血管形成方面存在重要作用[@b5]--[@b6]；CD144亦表达于Ph^+^ ALL细胞表面，且本实验室既往研究证实，其可能参与Ph^+^ ALL细胞的耐药[@b7]--[@b8]。CD144作为钙黏蛋白家族的成员，其与神经钙黏蛋白（N-cadherin）共同参与造血微环境的构成[@b9]，其中CD144在内皮龛中的作用尤为重要[@b10]。本实验中Sup-B15细胞与OP9细胞共培养后，其CD144表达明显上调，提示基质细胞OP9可能通过上调CD144的表达介导了Sup-B15细胞的耐药。

白血病干细胞的存在是白血病复发难治的根源。本实验中，与OP9细胞共培养后，Sup-B15细胞中CD34^+^ CD38^−^细胞比例明显增加，CD133及ALDH1[@b11]表达亦明显上升，提示与基质细胞共培养可提高Ph^+^ ALL细胞的干细胞性，此机制可能参与Ph^+^ ALL细胞的耐药。

众所周知，Wnt/β-catenin信号通路是干细胞维持自我更新能力的重要信号；而CD144的胞内段可跨越Wnt信号而直接活化β-catenin信号通路[@b12]。在本实验中，与基质细胞共培养后，Sup-B15细胞CD144及β-catenin蛋白表达均明显增加，且β-catenin核转位明显增加，经免疫共沉淀证实CD144/β-catenin复合体增加，提示基质细胞共培养可活化Ph^+^ ALL细胞CD144/β-catenin信号通路，该通路可能通过提高白血病细胞的干细胞性从而参与了Ph^+^ ALL的耐药。
